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【摘要】 目的 探讨 PI3K /Akt /HIF-1α信号通路在博来霉素(BLM)诱导的小鼠肺纤维化中的
作用机制。方法 56 只 C57BL /6 小鼠随机分为对照组和实验组，实验组通过气管内滴注 BLM
(2. 5 mg /kg)建立肺纤维化模型，对照组在相同条件下气管内滴注等量 0. 9%氯化钠溶液。在造模第
21 d取小鼠肺组织标本行 HE和 Masson染色分析肺组织形态学变化;运用 Ashcroft 评分以及检测羟
脯氨酸含量评估肺纤维化程度;Western blot方法检测 PI3K /Akt /HIF-1α信号通路的变化以及肺泡表
面活性物质(Pro-SPC)蛋白含量;实时定量 PCＲ(ＲT-PCＲ)法检测胶原蛋白 3(Collagen3)mＲNA 表达
水平;免疫组织化学法检测肺组织内 Collagen3 蛋白和细胞凋亡数的变化。结果 实验组与对照组相
比，肺泡炎和肺纤维化程度明显加重，肺组织内充填大量炎细胞及纤维病灶。试验组 Ashcroft评分和
羟脯氨酸含量均较对照组显著升高(P ＜ 0. 05)。同时，PI3K /Akt /HIF-1α信号通路在实验组肺内明显
活化，并伴有 Pro-SPC蛋白生成减少，Collagen3 蛋白含量及 mＲNA水平增加，以及肺内细胞凋亡数明
显增加。结论 PI3K /Akt /HIF-1α信号通路的异常活化促进了肺纤维化形成。
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【Abstract】 Objective To investigate the role of PI3K /Akt /HIF-1α signaling pathway in bleomycin-
induced pulmonary fibrosis in mice． Methods Fifty-six C57BL /6 mice were randomly divided into a control
group and a bleomycin (BLM)group． The pulmonary fibrosis model was induced by single intratracheal
instillation of BLM(2. 5 mg /kg)in the BLM group． Similarly，0. 9% saline was instilled directly into the
trachea in the control group． Then all mice were sacrificed on 21st day． The lungs were collected for
morphometric analysis with HE and Masson staining． The degree of pulmonary fibrosis was evaluated with
Ashcroft score and content of hydroxyproline． The activity of PI3K /Akt /HIF-1α signaling pathway and pro-
surfactant protein C (Pro-SPC)were measured by Western blot． The level of collagen3 mＲNA was assessed
with quantitative real time PCＲ analysis． Collagen3 protein and numbers of apoptosis cells were observed with
immuno-histochemistry． Ｒesults It was exhibited that the thickening alveolar septa，accumulation of
inflammatory cells，and fibrous obliteration in the BLM group but not in the control group． There was a
significant difference in Ashcroft score and hydryoproline content in the BLM group． Meanwhile，the activity
of PI3K /Akt /HIF-1α signaling pathway was up-regulated and the protein of Pro-SPC was decreased in the
BLM group． It was revealed that the numbers of apoptosis cells，expressions of Collagen3 protein and mＲNA
were increased in the BLM group． Conclusion Aberrant activity of PI3K /Akt /HIF-1α signaling pathway
may aggravate the pulmonary fibrogenesis．
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仅为 3 ～ 5 年［1］。目前临床上尚缺乏有效的药物治
疗，探讨 IPF发病机制有助于临床上寻找有效的治




成［2-5］。PI3K /Akt /HIF-1α 信号通路由磷脂酰肌醇





酸化下游的 Akt位点，Akt 激活后阻碍周期蛋白 D1
的降解，使细胞周期 G1 /S1 转换加快，引起了与增
殖相关基因 mＲNA 的大量转录，加速细胞的增
殖［7-9］。在 IPF患者中，受损的肺泡上皮细胞存在过








SPF 级实验动物房。将健康 C57BL /6 雄性小鼠
56 只随机分为对照组(28 只)和实验组(28 只)。
2．主要试剂及仪器:博来霉素(15 mg /支，日本
化药株式会社)，兔抗小鼠 p-Akt 单克隆抗体(美国
CST公司)，兔抗小鼠 Akt 单克隆抗体(美国 CST 公
司)，小鼠抗小鼠 HIF-1α 单克隆抗体 (美国
Abcam)，兔抗小鼠胶原蛋白 3(Collagen3)多克隆抗
体(美国 Prosci 公司)，兔抗小鼠 Pro-SPC 多克隆抗
体(美国 Minipore 公司)，TUNEL 试剂盒(美国
Ｒoche 公司)，兔抗小鼠 β-actin 多克隆抗体(美国
Santa Cruz 公 司)、羟 脯 氨 酸 试 剂 盒 (美 国
BioVision)，Masson染液试剂盒(武汉博士德公司)，
Trizol Ｒeagent(美国 Gibco 公司)，逆转录试剂盒，






妥钠按照 70 μg 腹腔注射麻醉小鼠，将小鼠固定于
操作台，消毒颈部皮肤，眼科剪剪开颈前皮肤，钝性
分离组织暴露气管。实验组以 1 mL 注射器气管内
























修复，封闭，用一抗 Collagen3 抗体 4 ℃孵育过夜。
滴加相应的二抗 2 h，再滴加 DAB 显色，苏木精复
染，脱水，透明，封片，高倍镜下检测 Collagen3 阳性
的细胞数。
6． 凋亡 细 胞 检 测:按 试 剂 盒 说 明 书，用
Proteinase K 工作液处理水化的石蜡切片 37 ℃，
15 min，漂洗。用 50 μL TdT + 450 μL 荧光素标记
的 dUTP液混匀滴加于玻片上，37 ℃，5 min;玻片干
后，加 50 μL TUNEL 反应混合液，暗湿盒中反应
37 ℃，1 h;加 50 μL converter-POD 于标本上，暗湿
盒中反应 37 ℃，30 min。加入 50 μL DAB 底物，反
应 15 min。苏木精复染，酒精脱水、二甲苯透明，中
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性树胶封片。
7． Western blot 测定 PI3K /Akt /HIF-1α 信号通
路蛋白表达:每份样品取 30 g 上样，经 SDS-PAGE
电泳后，将蛋白转到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上，用
封闭液 5%牛血清白蛋白(BSA)的 TBST 缓冲液在
室温封闭 2 h，用 TBST 1∶ 1 000稀释兔抗鼠 p-Akt、
Akt、HIF-1α、Pro-SPC、β-actin一抗，将膜置于一抗溶
液中 4 ℃过夜。次日将膜取出洗涤后置于 TBST




肺组织 100 mg 按试剂盒说明书用 Trizol 提取总
ＲNA，紫外分光光度计测量总 ＲNA 浓度并调整
ＲNA浓度为 100 ng /μL，逆转录合成互补脱氧核糖
核酸(cDNA)，再进行 PCＲ 扩增。Collagen3 上游引
物 5'-CAAATGGCATCCCAGGAG-3'，下游引物 5'-
CATCTCGGCCAGGTTCTC-3'。GAPDH 上游引物 5'-
CAGCAAGGACACTGAGCAAGA-3'，下 游 引 物 5'-
GCCCCTCCTGTTATTATGGGG-3'。PCＲ 反应条件:
95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 30 s。NAPDH为基准进行相对定量。
三、统计学处理
所有数据应用 SPSS 17. 0 软件进行统计分析。
计量资料以 珋x ± s 表示。两组间比较采用 t 检验或














的纤维化评分明显增高［(1. 23 ± 0. 17)分比(4. 75 ±
0. 44)分，P ＜ 0. 000 1］。同时，与对照组相比，实验
组小鼠肺组织中羟脯氨酸含量明显增高［(0. 22 ±
0. 03)μg /well比(0. 54 ±0. 09)μg /well，P ＜0. 05］。
图 1 博来霉素诱导的小鼠肺纤维化肺组织病理学变化(×
200) a．对照组肺组织 HE染色;b．实验组肺组织 HE染色;
c．对照组肺组织 Masson染色;d．实验组肺组织 Masson染色
图 2 小鼠肺纤维化程度评估 a． Ashcroft 评分;b． 小鼠肺
组织中羟脯氨酸含量比较
二、PI3K /Akt /HIF-1α 信号通路在小鼠肺纤维
化发病中的作用
1． PI3K /Akt /HIF-1α信号通路在纤维化肺组织




组明显减少(P ＜ 0. 05)，结果见图 3。
2． 肺组织中 Collagen3 的表达:与对照组相比，
实验组小鼠肺组织切片中 Collagen3 蛋白的表达量
明显增加，同时 Collagen3 的 mＲNA表达量较对照组
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图 3 Western blot检测小鼠肺组织中 PI3K /Akt /HIF-1α信号通路及 Pro-SPC蛋白的表达量
图 4 小鼠肺组织内 Collagen3 蛋白及 mＲNA表达 a．对照组肺组织 Collagen3 蛋白的免疫组织化学染色(× 400);b．实验组
肺组织 Collagen3 蛋白的免疫组织化学染色(× 400);c．实验组肺组织 Collagen3 的 mＲNA表达量较对照组显著升高
图 5 肺组织内 TUNEL凋亡细胞检测 a．对照组肺内凋亡细胞染色( × 600);b．实验组凋亡细胞染色( × 600)
讨 论
本研究旨在阐明 PI3K /Akt /HIF-1α信号通路在
肺纤维化发病中的作用机制。结果表明纤维化的小
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HIF-1α的降解，从而上调 HIF-1α 的表达，参与肾间
质纤维化(ＲIF)的发生机制［19］。而在本研究中，肺
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